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Genomische Seguenz des humanen /i~Opioid-Rezeptor Genes sowie 
seiner Varianten, Polymorphismen und Mutationen 

Die Erfindung betrifft die genomische Seguenz des humanen /i- 
Opioid-Rezeptor Genes sowie seiner Varianten, Polymorphismen 
und Mutationen und deren Verwendung. 

Es ist bekannt, daB der menschliche M-Opioid-Rezeptor 
Schmerzempf indung, * Reward 'mechanismen sowie weitere wichtige 
physiologische Funktionen kontrolliert. Er ist der 
hochspezifische Angrif f spunkt fdr Morphin, das klassische 
Schmerzmittel der modernen Medizin. Darttber hinaus ist er 
Angrif f spunkt weiterer medizinisch bedeutsamer Analgetika, 
Anasthetika und Therapeutika wie z. B. Methadon und Fentanyl 
sowie weitverbreiteter Suchtstoffe wie z.B. Heroin und 
Methadon . Auf grund einer Reihe von ( patho ) physiologischen , 
biochemischen, pharmakologischen Befunden, knockout-Befunden am 
Tiermodell, und genetischen Studien ist davon auszugehen, daB 
das M-Opioid-Rezeptor Gen eine entscheidende Rolle bei der 
Vermittlung der Analgesie und Anfisthesie sowie bei der 
Entstehung und Aufrechterhaltung von Suchterkrankungen 
(OpiatabhSngigkeit, Alkoholismus und andere Formen der 
Abhangigkeit) spielt, und daB Varianten in den regulierenden, 
kodierenden und intronischen Regionen dieses Genes mit zum 
genetischen Risiko ftir Suchterkrankungen beitragen. Dariiber 
hinaus kdnnten solche Varianten die Ansprechbarkeit dieses 
Rezeptors auf endogene und exogene Rezeptorliganden 
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entscheidend mit beeinf lussen. 

Suchterkrankungen sind Volkskrankheiten von internationaler 
Dimension, und ira allgemeinen mit kaum fiber schaubaren, 
gravierenden volkswirtschaf tlichen SchSden in Milliarden- bis 
Billionenhdhe verbunden, ganz zu schweigen von den deletaren 
psychosozialen Konsequenzen ffir den einzelnen Menschen, seine 
Familie und die Gesellschaft. 

Die genomische Sequenz des humanen ji-Opioid-Rezeptor Genes ist 
nicht bekannt. Beschrieben wurde bisher lediglich die cDNA von 
ji-Opioid-Rezeptoren; die erste cDNA eines ji-Opioid-Rezeptors 
wurde von Chen et al. (Molecular cloning and functional 
expression of a mu-opioid receptor from rat brain. Mol. 
Pharmacol* 44 , 8-12, 1993) mittels Proben gegen konservierte 

Bereiche des 5-0pioid-Rezeptors aus einer cDNA-Genbank der 
Ratte kloniert, die erste menschliche MOR-cDNA von Wang et al. 
(Mu-opiate receptor: cDNA cloning and expression. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 90, 10230-10234, 1993). Die bisher einzig 
bekannte Promotersequenz wurde aus einer Mause-Genbank kloniert 
(Min et al . , Genomic structure and analysis of promoter 
sequence of a mouse m opioid receptor gene Proc. Natl. Acad. 
Sci. U.S.A. 91, 9081-9085, 1994). 

Aktuelle Befunde an x knockout '-Maus en mit unterbrochenem /i- 
Opioid-Rezeptor Gen zeigen klar, daB die analgetischen wie 
* Reward '-induzierenden und abMngigkeitserzeugenden Wirkungen 
von Morphin spezifisch fiber den /i-Opioid-Rezeptorsubtyp, nicht 

jedoch fiber 6- und K-Opioid-Rezeptorsubtypen vermittelt werden. 
Demnach ist der jx-Opioid-Rezeptor die obligatorische molekulare 
Bindungsstelle fiir Morphin in vivo (Matthes et al., Loss of 
morphine-induced analgesia, reward effect and withdrawal 
symptoms in mice lacking the /i-opioid-receptor gene. Nature 
383, 819-823, 1996). Unabhangig davon haben pharmakologische 
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und andere Untersuchungen gezeigt, daB der im Gehirn 
exprimierte /i-Opioid-Rezeptor fQr die Entwicklung von Toleranz, 
Sucht und Analgesie von entscheidender Bedeutung ist (Reisine, 
Neurotransmitter Receptors V. Neuropharmacology 34, 463-472, 
1995). Als endogene Liganden kommen dabei die Endorphine in 
Betracht. Exogene M-Opioid-Rezeptor liganden wie Morphin, 
Codein, Methadon und Fentanyl werden seit langem klinisch als 
Analgetika und Therapeutika eingesetzt. 

Die klinische Anwendung von Opiaten fiihrt bekanntermaBen zu 
unerwunschten Nebenwirkungen wie Atmungsstdrungen, Miosis, 
Nausea und Vomitio, Sedation, Depressionen und Abhangigkeit. 

Aufgabe der Erfindung war es deshalb, die genomische Sequenz 
des humanen At-Opioid-Rezeptors zu bestimmen und 
bereltzustellen, die als Ausgangsbasis zur Entwicklung von 
spezifischen und wirkungsvollen Analgetika, Anasthetika sowie 
Sucht-Therapeutika verwendet wird, insbesondere zur Entwicklung 
von 2.B. Analgetika ohne suchterzeugende Wirkung oder zur 
Entwicklung diagnostischer Kits. 

ErfindungsgemaB konnte die genomische Sequenz des humanen p- 
Opioid-Rezeptor Genes sowie von Varianten, Polymorphismen und 
Mutanten in spezifischen Populationen ermittelt und 
bereitgestellt werden. 

Die erfindungsgemaB amplifizierte und sequenzierte genomische 
DNA-Sequenz des humanen /x-Opioid-Rezeptors besteht aus 

1) einem Promoterbereich (inkl. 5'-regulatorischer Bereich)SEQ 
ID No. l mit einer Lange von insgesamt 2412 bp. 

Die Herstellung des Promoters erfolgt nach an sich bekannten 
Verfahren durch Amplif ikation der funf verschiedenen 
genomischen DNA-Bereiche, die den humanen /i-Opioid-Rezeptor 
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Promoterbereich abdecken. 

2) Dem Intron 2, dessen genomische DNA-Sequenz sich zwischen 
den Nukleotiden 855 und 856 der cDNA-Sequenz (bzw. zwischen den 
Nukleotiden 643 und 644 relativ zum A des 
Translationsstartpunktes) mit einer Lange von 773 bp befindet 
gemaB SEQ ID No. 2. 

3) Der 5 '-Region des Introns 1, deren genomische DNA-Sequenz 
sich nach dem Nukleotid 502 der cDNA-Sequenz (bzw. nach dem 
Nukleotid 290 relativ zum Translationsstartpunkt) mit einer 
Lange von 383 bp befindet gemaB SEQ ID No. 3; und der 3'- 
Region, deren genomische DNA-Sequenz vor dem Nukleotid 503 der 
cDNA-Sequenz (bzw. vor dem Nukleotid 291 relativ zum 
Translationsstartpunkt) mit einer Lange von 538 bp befindet 
gemSB SEQ ID No. 4. 

4) Der 5 '-Region des Introns 3, deren genomische DNA-Sequenz 
sich nach dem Nukleotid 1376 der cDNA-Sequenz (bzw. nach dem 
Nukleotid 1164 relativ zum Translationsstartpunkt) mit einer 
Lfinge von 300 bp befindet gemaB SEQ ID No. 5; und der 3'- 
Region, deren genomische DNA-Sequenz sich vor dem Nukleotid 
1377 der cDNA-Sequenz (bzw. vor dem Nukleotid 1165 relativ zum 
Translationsstartpunkt) mit einer LSnge von 400 bp befindet 
gemaB SEQ ID No. 6. 

Die Sequenzierung der Introns erfolgt analog der 
Promoter sequenzierung . 

Daruber hinaus wurde festgestellt, daB die bereits bekannte 
menschliche cDNA-Sequenz , die aus 2162 bp besteht, in den 
ersten 16 Nukleotiden fehlerhaft ist, die cDNA hat 
erf indungsgemSB die SEQ ID No. 7. 

Die genomische Sequenz des humanen M-Opioid-Rezeptor Genes ist 
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in den Abbildungen la und lb in einer Ubersicht dargestellt. 

Es wurden vier verschiedene Transkriptionsstartstellen an den 
Positionen 212, 329, 371 und 421 bp vor dem Trans 1 at ionsstart 
(ATG) identif iziert. 

Varianten, Polymorphismen und Mutanten in spezifischen 
Populationen sind durch Basenaustausche gekennzeichnet . 
ErfindungsgeittSB sind es Basenaustausche an bis zu 100 
Nukleotidpositionen, vorzugsweise werden bis zu 37 
Basenaustausche durchgefuhrt. Besonders bevorzugt erfolgen in 
der cDNA-Region bis zu 20, ganz besonders bevorzugt bis zu 11 
Basenaustausche. 

In einer erf indungsgemaBen Ausfuhrungsfonn finden 
Basenaustausche an den folgenden Stellen des Promoters (= rg = 
5' Regulatorische Region), der Exons (= cDNA-Sequenz ) und der 
Introns statt: 
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Name Nukleotidaustausch Aminosaureaustausch/ Region cDNA 

Splice-Variante Position 


-1793/4T-»A 

T— »A Dei -1750/4 

IxVJ 

-1768ins22 

Insertion von ll op nacn -i /oo 

rg 

rvvj 

-1699insT 

insertion von i nacn -low 

RG 

IxvJ 

-1595T-»C 

i— >C Dei -1D:0 

RG 

IxVJ 

-1565T-»C 

l— >c bei -130D 

RG 

IxVJ 

-1469T-»C 

T— »C bei -1469 

IxVJ 

-1320A-H} 

A— »(j Dei -13ZU 

RG 
IxVJ 

-1255A->T 

A— >T bei -lzjj 

RG 
rvvj 

-1236A-»G 

A->G bei -1236 

RG 

-1171A-»G 

A-»G bei -1171 

RG 

-1045A->G 

A->G bei -1045 

RG 

-995C->A 

C-»A bei -995 

RG 

-692G-»C 

G-»C bei -692 

RG 

-665del3 

Deletion von 3 bp von -665 bis -663 

RG 

-554G->A 

G-»A bei -554 

RG 

-488G-+T 

G-*T bei -488 

RG 

-254A-»C 

A-»C bei -254 

RG 

-236A-KS 

A-»G bei -236 

RG 
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-177H— *T 

- 1 / £\J 7 X 

G-VT bei -172 


Exon 1 

41 

-133C-VT 

C-»T bei -133 


Exon 1 

80 

-111C-»T 

C-»Tbei-lll 


Exon 1 

102 

-38C-»A 

C-*A bei -38 


Exon 1 

175 

A6V(C->T) 

C-VT bei 17 

Ala-Wal bei 6 

Exon 1 

229 

N40D(A->G) 

A-»Gbei 118 

Asn->Asp bei 40 

Exon 1 

330 


A-»G bei 454 

Asn-»Asp bei 152 

Exon 2 

666 

TVS9+31G— >A 

G-»A bei 643 + 31 

Putative Splice- Variante 

Intron 2 


TVQ7 4- 1 OfiT— 

T-»C bei 643 + 106 


Intron2 



T-»A bei 643 + 397 


Intron 2 


IVS2 +438G-»A 

G-»A bei 643 + 438 


Intron 2 


IVS2+480T->C 

T-»C bei 643 + 480 


Intron 2 


T\7Q7 4- *S\AJC-±T 

C-VT bei 643 + 534 


Intron 2 


TVQ7 -1- 60 1 <t— 
1 v o£ * vy a VJ 

G-»C bei 643 + 691 


Intron 2 


R265H(G-»A) 

G-»A bei 794 

Arg->His bei 265 

Exon 3 

1006 

S268P(T-»C) 

T v/~* kai ftfV7 

1— >U Del ouz 

Ser— »Pro bei 268 

Exon 3 

1014 

T314T(G-»A) 

G-»A bei 942 

Thr=Thrbei314 

Exon 3 

1154 

IVS3+37A-»C 

A->Cbeill64 + 37 


Intron 3 



1401G->C 


G->C bei 1401 


Exon 4 1613 
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Dieser Austausch kann wahlweise nur an einer der oben genannten 
Nukleotidpositionen, an beliebigen der genannten Positionen 
oder an alien genannten Positionen erfolgen. 

Solche interindividuellen Allelvariationen in den kodierenden 
und regulierenden DNA-Bereichen von humanen /i-Opioid-Rezeptoren 
gehen gemaB der Erfindung mit individuell unterschiedlicher 
Ansprechbarkeit auf Anasthetika/Therapeutika und Suchtstof f e , 
sowie einem erhfihten genetischen Risiko ftir Abhangigkeit oder 
z.B. physiologisch ver&nderter Schmerzempf indlichkeit einher. 
Sie werden somit als Ausgangspunkt ftir die Entwicklung 
individuell maBgeschneiderter Therapeutika, die Pradiktion 
individueller Therapie' response' sowie des genetischen Risikos 
ftir Sucht eingesetzt und tragen damit zugleich zur Prfivention 
bei. Dartiber hinaus sind sie Ausgangspunkt ftir die 
Genotypisierung von Individuen, um langfristig relevante 
Umweltf aktoren untersuchen zu kSnnen. 

So dienen die Sequenzen gemfiB der Erfindung zur Entwicklung von 
Therapeutika, insbesondere von Analgetika/AnSsthetika und 
Drogen-Therapeutika. Sie werden zura Aufbau von Genen und 
Vektoren eingesetzt, die die Basis ftir die Entwicklung dieser 
phannazeutisch relevanten Substanzen darstellen. 

Es werden auBerdem diagnostische Testkits zur Vorhersage des 
Suchtrisikos , wie z.B. Opiatabhangigkeit , Alkoholismus # 
Kokainabhangigkeit und weitere oder zur Vorhersage der 
individuellen Ansprechbarkeit auf verschiedene Analgetika 
und/oder Anaesthetika sowie zur individuell unterschiedlichen 
Disposition ftir Arzneimittelnebenwirkungen bereitgestellt. 

Bei der weiteren Ausgestaltung der Erfindung wurde gefunden/ 
daB Korrelationen gef undener Varianten im ji-Opioid-Rezeptor 
Gen mit Erkrankungen bzw. klinisch relevanten Phanotypen 
auf treten . 
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Eine signifikante Assoziation/ spezifischer Zusammenhang der 
Asn->Asp Mutation an Position 40 der Aminosauresequenz 
(Position 330 der cDNA Sequenz) iait familiar bedingtem 
Alkoholismus wurde nachgewiesen. Diese Sequenzposition steht 
nicht nur mit Alkoholismus als spezifischer Suchtform, sondern 
auch mit einer generellen Suchtdisposition, wie sie beim 
Menschen durch die nahezu tibliche, sehr haufige klinische Form 
der Polytoxikomanie (hier durch den gleichzeitigen Abusus von 
Alkohol , Opiaten , und Kokain ) zum Ausdruck kommt , in 
Zusammenhang. Dartiber hinaus bedingt diese Mutation einen 
funktionellen Zustand des menschlichen ji-Opiat-Rezeptors, der 
eine verSnderte Ansprechbarkeit des Rezeptors auf Liganden 
(endogene und exogene Liganden einschliefllich Therapeutika / 
Anaesthetika , und Drogen) zur Folge hat, sowie eine veranderte 
Ansprechbarkeit des Rezeptors auf prolongierte bzw. wiederholte 
Applikation dieser Liganden, und damit eine Bedeutung ftir die 
Entwicklung von Toleranz (Desensitivierung des Rezeptors auf 
chronische Medikamentenverabreichung) und Abhangigkeit. 

Es wurde weiterhin f estgestellt, daB spezifische Kombinationen 
von Varianten im 5' regulatorischen Bereich mit einer 
Disposition ftir verschiedene Erkrankungen , insbesondere 
Suchterkrankungen , in Zusammenhang stehen. Insbesondere die 
Positionen -1793/4T->A, -1768ins22, -1699insT, -1469T->C, und - 
1320A->G sind in dieser Hinsicht von Bedeutung. Speziell ist 
die Kombination -1793/4A, -1768 Wildtyp, -1699insT, -1469T und 
-1320G mit einer Disposition ftir Kokainsucht, und mit einer 
Suchtdisposition im allgemeinen (einschlieBlich Alkoholismus 
und OpiatabhSngigkeit) verkntipft, und geht funktionell mit 
einer verSnderten Expression des Rezeptors einher. Diese 
beschriebene Kombination (*Haplotyp') kann den realen, gesamten 
Funkt ions zustand des Rezeptors in der pathophysiologischen 
Situation besser beschreiben als eine einzelne assoziierte 
Variante. Dieser Analyse liegt das Konzept zugrunde, daB es 
nicht ausschlieBlich einzelne Mutationen sind, die 
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unterschiedlichen f unktionellen (dysfunktionalen) Rezeptor- 
Zustanden zugrunde liegen, sondern diese auch durch die 
individuelle x polyraorphe' Gesamtgensequenz als 

funktionsdeterminierender Einheit bedingt werden. 

Gegenstand der Erfindung ist danach ein Verfahren zur 
Bestimmung von Krankheitsdispositionen, das dadurch 
gekennzeichnet ist, daB die DNA eines Probanden isoliert und an 
den ausgewShlten Positionen genotypisiert und nachfolgend mit 
der Referenz-DNA-Sequenz verglichen wird. Bevorzugt sind 
Ausfiihrungsformen, in denen die Positionen -1793/4T->A, 
-1768ins22, -1699insT, -1469T->C und -1320A->G genotypisiert 
werden. 

Es genugt zum Nachweis der Suchtdisposition, wenn 3 dieser 5 
Positionen untersucht werden, bevorzugt und mit sicherem 
Aussagewert ist jedoch, alle 5 Positionen zu genotypisieren. 
Zusat z 1 ich ist die Untersuchung der Position 330 der cDNA- 
Sequenz in Zusammenhang mit einer Alkoholdisposition im 
Test verfahren moglich. 

Die Genotypisierung erfolgt durch Sequenzierung oder durch 
andere Methoden, die fiir die Detektion von Punktmutationen 
geeignet sind . Dazu gehSren PCR-gestutzte 

Genotypisierungs verfahren wie z. B. allelspezif ische PCR, 
andere Genotypisierungsverf ahren unter Verwendung von 
Oligonukleotiden sowie Verfahren unter Verwendung von 
Restriktionsenzyxnen . 

Mit dem erf indungsgemSBen Verfahren lSBt sich u. a, eine 
Disposition fiir familiar bedingten Alkoholismus , fur 
Kokainsucht und fiir eine Opiatabhangigkeit bestimmen. Weiterhin 
kann auch eine individuell unterschiedliche ReaktivitSt auf 
Rezeptoragonisten und -antagonisten erfaBt werden. 
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Promoter 2412 hp sro id Mn . i 


TGTGTTAGTGAGCAGACCTCCCTTAGGAACCTTATTACGGAGTACAAAGCTAGGAGAGTAAAT 

AAAGTATATTAAAAAATGCATACAAAAGATGACAGAATCACCATTCCAAAAGATCTTGGTGGA 

TAAGAATCATGAATTGGATCTAACAAGATGTAACTTAAAAGTGAAAAAATCTATAGTGTTGTA 

CTGAGCTCCCTCCAAAGCAACTATAAATTTATAGGAGATGAAACATATGATTCACCAGGCATA 

AGAAGAAAGTTTCCGTAATCAAACACTATTGTATCCATCTTTTTAAACTCCAGCTCCTATCAC 

AGCACCTGGTCCAAAGCAGATCTTTAGTATTTGTGGAACTGGCTTGGATTGTGTTTAGGAAAT 

TTTGTCATTGGTAAACCTAAGGAGAGTCAAGAGAACAACGTGACCAAAAAATAAAACTAAAAA 

AAAAAAAAAGGGACTTTCATTGTACTGGTAGAAAGACAAAGTTTATAATCTGGCTTAGTTTCT 

TTTTTTGTTGTTGTTTGTTTTTTGGTCAGGGCAAATTTAGGTCATTATTTTTAACACTGGAAC 

TGTAGTTTCAGAGCAGATAGACAAACTATCAATGAGAATAGATGAACAGCAAGGCCACTGAAA 

GGACTCAGAACTACATCTTATAAGAAACAACTGAATGATGCTAATGTTTAACTTGCAAAAGAG 

AAAACTCAGTTGATTTCAAATATATGAAATATAGTGGTAAGGAGTTATCACTTATTAAGCAAT 

TACTATTGCAATGTATACTCATTTAATCCTGCTAACAGACATATGAGGTGAATATTATTAGCC 

TACCCTCGCCTTTTTTAAGTAATGAGAAGACTGTCATCCTGTAGGGTAAAGTAACATGTCCAA 

ACTCATACAGCTACAAAGTTACAAAGCTGATTTATAAAATGATTGACTCCAAGGTCAGGAATT 

ATTATACTGTGTCTTGTCTTCCACATGAACTAAGCACAAAGGAACTGAATGCAGGCAGACAGA 

TTTCAGCTCAATATAAGAGAATTGTTACATTAGTTCATGGAAGAATATGTTTTAAGGTATTTT 

TGTTAGTCTCTAGGAAATCTCTGTAACATTTTATTGTGTAAATTATATGCTTTAATGTAAGAG 

GATAAAAATAATAGTGAACATTGGCAAAATAGCCTATGATTAATAGAGTTTACCTATGAGTTA 

TCTGTTTCTAAGATAAATGCCAAAAAATAATATTGGAATTAAATGTTCCTTTCAAGATCTTCC 

CTCCCTGCTCCCTGAAATTGCAGTGAATTTTTCAAGACCAACTGAGGACATGTATTTTCAATG 

TTTATGGTTAAAAGATATGTACATGCACAGATATATACATGTACAGAAATGAGAATTACTTCA 

GAATTGGTGTTAACTTTAGAAAAAAAAAGACCAAGAACTTACTCTTGGTATTTACAAATTTAT 

TTCTAAAATAGAAGCACTCATGGACTTAGAAGTAAGGTATAAAATTCAAAAACGTATCCATGT 

TTCTCAAGGATCTTGTTGTAGGCCACTCTAATTCCATATATTATGTGGCTTTTCCTAGAATTT 

TTACACTAGAAAACAGACTGAATGCAAATTTTGTTTTGTTTTAACAACCTTCTTCTCAGAAGC 

ATATGTCTATCGAGGAAGTCTTCAGATAAAAAAGATAAACAATTCCAAACAGGTCTATGAGAT 

TTAAGATGTGAAAGATCAACATTATCTTTAGTTGACTTTACTGGATGCCACAACCTTCTGATT 

TCTGTAACCACTTCTTATGCCTCCTACCCACTGAAACAAAATCAGAGGCAAACAGAGCTTCAC 

CCTAGAAATTGGGGAAAATGAGGAACAGGTTTTCTGCACAAAAGTTTATTTGTTTCTCATTTC 

TTTTTCAGAAAATAAAGGATCGCTGTTGTTCCCAACAGGTTTGTAGGGAAGAAAATTGGAGAA 

ACATTATTACCTTTTCTTAGATGTTGGCAACGGAGGCAACAAGGACTGCAAAAGAAAATTGTG 
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TGTCCCCCATTCCTAAATAATCAAAATTGGCAGTAGGGATGGAAGAGCATTGGGGTTTTAGGG 
CTGTTAGGGTTTCATCAAGCCAATGTATTCCCTGCCAGATTTTAAGGAGAAAAAGGCGCTGGA 
AAATTGAGTGATGTTAGCCCCCTTTCTTATTTTTGCACTGCTACCAAAGACTAACTCTATCTC 
TCTCCCCAACCCTTCTCTCCATCTCCCTCCTTTAGATGTGTTTGCACAGAAGAGTGCCCAGTG 
AAGAGACCTACTCCTTGGATCGCTTTGCGCAAAATCCACCCCTTTTCCCTCCTCCCTCCCTTC 
CAGCCTCCGAATCCCGCATGGCCCACGCTCCCCTCCTGCAGCGGTGCGGGGCAGGTGATGAGC 
CTCTGTGAACTACTAAGG 2412 


SEP ID No. 2 - Infcron 3 


GTGAGTGATGTTACCAGCCTGAGGGAAGGAGGGTTCACAGCCTGATATGTTGGTGATGTCATA 

AGCAAAGCAGTATTTATGGAGTGCCCCATTGTCTTAGTCACATTGTAATTTTAATTATTCTTC 

CTAGCAAAAAAAGCCTTTGAATACTTAAAAATAGGAATTTTCCTCATAATTTTAGGCCTATTA 

AATCCTTTAAAGAGAATGTAATCTATTTATTTCTGATTTCTCTGTATTTACTTCATAAAAATG 

GTGTGTAAATTAGTACATAGCTCTCCCAAGAGTAATTGGAGCTTAAACCCAAAGAGTATTACA 

CTGAGGCTTGTTTAAAATTATCAAGTGGCTGACTACATGGCAAATGTATCTTTCTACACCTAA 

TATCAGAATATTGAACAATCCATCAAAAAATGAAGTGAAAACATCCATTACCTGGAGCCGCCT 

AGAGACTTTGGACAATTATTACATTTTTTATATCAATATAGACCTCATGGAGGATCTAGCTCA 

TGTTGAGAGGTTCATTTTTGTTCCCTGAACGAAAGCTTAATGTGATCGAAGTGGACTGCAAAA 

TGGGAAATTTAGAAAAAAACAAAAAACATTAGAAGTAAAACTTTCTTTGAAAAGTAACAAACA 

ACTGAGTTTCTTCCACAATTTCTTTATAGCCTTAAGTTAGCTCTGGTCAAGGCTAAAAATGAA 

TGAGCAAAATGGCAGTATTAACACCTTATGACATAATTAAATGTTGCTGCTAATTTTTCCTTT 
AAATTCCTTTCTTCTAG 773 


SEP ID No. 3 - Inliron 1 5*-PecHon 


GTAAGGAAAGCGCCAGGGCTCCGAGCGGAGGGTTCAGCGGCTTAAGGGGGTACAAAGAGACAC 
CTAACTCCCAAGGCTCAATGTTGGGCGGGAGGATGAAAGAGGGGAGGTAAACTGGGGGGACTC 
TGGAGGAGACCACGGACAGTGATTGTTATTTCTATGAGAAAACCTACTTTTCTGTTTTTTCTT 
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CAACTGATAAAGAAAGAATTCAAAATTTCAGGAGCAGAGAAGTTGCTTTGGTAAAAGCTACAA 

ATGTCTAGGGGTGGGGGGCGGAGGGAAGCTATAGCATAGACTTGGAGCGCTTCCTTATACTGA 

GCAAAGAGGGCTCTTGGCAGAGTCCTACACTCAGTCCCTCTGCAGGAGCTATGGAAAGAGTAA 
GTTGT oo-> 


SEP ID NO. 4 - Intron 1 3* -Region 


AAAAAAAAAATTAAAACCCTCACTGCGTGTGGTGTCTCATGCCTGTAACACAAACACTTTGGG 
AGGCCGAGGAGGGAGGACTGCTTGAGCCCAAGAGTTCAAGACCACCCTAAGCAACATGTCAAG 
ACCCTGTCCCTACAAAAGTTTTTTAAAATTAACAGGGTATGGTGGCATGCACCTGGGATCCCA 
GTTATTCAGGAGGTGAGGCAAGAGGATCTCTTGAGTCCAGGAGGTTAAAGCTGTAGTGAGCTC 
TGTTCATACCATTACACTCCAGCCTGGGTAACAGGGCAAGATCCTATCCAAAAAAAAAAAGGA 
AGAAACTCAACAAAGCAGCATCGTTGCTATTATTGCAGCTATTTAGCCAATAGGTACATCATT 
GACATCATTGTAAATAGCCAAGCTGATACTGGAAAACAATTCTATATCTAATCTCAAAAAAGC 
TTTCTACTAATTTCATGCAAATTTATTATTGGAAGCTTACCTATATTTTACACTAGTGTCTTT 
TACTGATTCTCACTCTTCTTCCTTTATCTCCTAG 538 


SEP ID No. 5 - Intron 3 5 * -Region 


GTACGCAGTCTCTAGAATTAGGTATATCTACTGGGGATGACATAAAAATTATAAGGCTTTGTG 
CTAAACTAGGAGTTTAATCCATTATAGAGGATGAGAATGGAGGGAAGAGGGGAAGCAAATTGT 
GGTTCTAGTGTTAGAGAAGAGGTTTGTTATATAAACTGTGTTCTTTATATTTGACTGTACATA 
TTCATTTAGGTATAAAGATACACCAATGAGAAATCCATGAAACTATTCAAAATAACTATTTTT 
ATGGCCTTTACTTCTATGCAAAAATTTTATGACTTTAGCACATTATAG 300 


SEP ID No. 6 - intron 3 3* -Region 


TGGTACTGAAAAAAACATCGTTTTTCTTTCAAAATTTTGATCAAGTCATAAATGATTTGAGGC 
TAAAGAGGGAGGAAGAGGGTAAAAAAAGGGGGAGAAAGAGTTTCAATTAAAATGTATTTTTTC 
AAGGAAATTATCAATAATCTCTCTATAATGACTAGTATACAGTTCTTTTCAGTAGCATACACA 
AATGAAGAGCATATTCATAATGAGCCAGAAGATTATTCATAATGTCTGAAGAGATTGATTAAT 
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GTCTTGACATTTAAGAAAAACTGAGGCTTGCAGGTGAAAGTATACATGAAGGTCTTCAATGCA 
GTTCTTACGAGCAGAGATGCTCAACAAATGTGTGTTGCAACCGTATCTGAAATGTTCACTGTC 
TTTGCTCTTTCTCTCCTTTCAG 400 


sf;q IP WQf 7 - cpna 

tgggagggggctatacgcagaggagaatgtcagatgctcagctcggtcccctccgcctgacgc 
tcctctctgtctcagccaggactggtttctgtaagaaacagcaggagctgtggcagcggcgaa 
aggaagcggctgaggcgcttggaacccgaaaagtctcggtgctcctggctacctcgcacagcg 
gtgcccgcccggccgtcagtaccatggacagcagcgctgcccccacgaacgccagcaattgca 
ctgatgccttggcgtactcaagttgctccccagcacccagccccggttcctgggtcaacttgt 
cccacttagatggcaacctgtccgacccatgcggtccgaaccgcaccaacctgggcgggagag 
acagcctgtgccctccgaccggcagtccctccatgatcacggccatcacgatcatggccctct 
actccatcgtgtgcgtggtggggctcttcggaaacttcctggtcatgtatgtgattgtcagat 
acaccaagatgaagactgccaccaacatctacattttcaaccttgctctggcagatgccttag 
ccaccagtaccctgcccttccagagtgtgaattacctaatgggaacatggccatttggaacca 
tcctttgcaagatagtgatctccatagattactataacatgttcaccagcatattcaccctct 
gcaccatgagtgttgatcgatacattgcagtctgccaccctgtcaaggccttagatttccgta 
ctccccgaaatgccaaaattatcaatgtctgcaactggatcctctcttcagccattggtcttc 
ctgtaatgttcatggctacaacaaaatacaggcaaggttccatagattgtacactaacattct 
ctcatccaacctggtactgggaaaacctcgtgaagatctgtgttttcatcttcgccttcatta 
tgccagtgctcatcattaccgtgtgctatggactgatgatcttgcgcctcaagagtgtccgca 
tgctctctggctccaaagaaaaggacaggaatcttcgaaggatcaccaggatggtgctggtgg 
tggtggctgtgttcatcgtctgctggactcccattcacatttacgtcatcattaaagccttgg 
ttacaatcccagaaactacgttccagactgtttcttggcacttctgcattgctctaggttaca 
caaacagctgcctcaacccagtcctttatgcatttctggatgaaaacttcaaacgatgcttca 
gagagttctgtatcccaacctcttccaacattgagcaacaaaactccactcgaattcgtcaga 
acactagagaccacccctccacggccaatacagtggatagaactaatcatcagctagaaaatc 
tggaagcagaaactgctccgttgccctaacagggtctcatgccattccgaccttcaccaagct 
tagaagccaccatgtatgtggaagcaggttgcttcaagaatgtgtaggaggctctaattctct 
aggaaagtgcctacttttaggtcatccaacctctttcctctctggccactctgctctgcacat 
tagagggacagccaaaagtaagtggagcatttggaaggaaaggaatataccacaccgaggagt 
ccagtttgtgcaagacacccagtggaaccaaaacccatcgtggtatgtgaattgaagtcatca 
taaaaggtgacccttctgtctgtaagattttattttcaagcaaatatttatgacctcaacaaa 
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gaagaaccatcttttgttaagttcaccgtagtaacacataaagtaaatgctacctctgatcaa 
agcaccttgaatggaaggtccgagtctttttagtgtttttgcaagggaatgaatccattattc 
tattttagacttttaacttcaacttaaaattagcatctggctaaggcatcattttcacctcca 
tttcttggttttgtattgtttaaaaaaaataacatctctttcatctagctccataattgcaag 
ggaagagattagcatgaaaggtaatctgaaacacagtcatgtgtcanctgtagaaaggttgat 
tctcatgcactncaaatacttccaaagagtcatcatgggggatttttcattcttaggctttca 
gtggtttgttcctggaattc 2162 


Beispiel 1 

Her stel lung der Promotersequenz gemSB SEQ ID No. 1 

Die Amplifikation der funf verschiedenen genomischen DNA- 
Bereiche, die Promoterbereich des humanen ji-Opioid-Rezeptors 
abdecken, erfolgte mit Hilfe des PromoterFinder DNA Walking Kits 
von Clontech. 

Der Kit besteht aus fttnf unterschiedlichen Genbanken, die zuvor 
mit jeweils einer der spezifischen Restriktionsendonukleasen 
geschnitten und an deren Enden Adaptoren ligiert wurden. Fur die 
Erst-PCR wurden der spezifische % Adapter-Primer' (API) mit der 
Seguenz 5 ' -GTAATACGACTCACTATAGGGC-3 ' und der genspezifische 
Primer (GSP1) MOR1X-R229G mit der Sequenz 5'- 
GCAATTGCTGGCGTTCGTGGGGG-3 ' bzw. MOR1X-R330T mit der Sequenz 5'- 
CGGTTCGGACCGCATGGGTCGGACAGGTT-3 ' eingesetzt . 

Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: lOxTth PCR-Puffer (400 mM 
Tris-HCl^ 150 mM KOAc, pH 9,3), 10 mM dNTPs, 25 mM Mg(0Ac) a/ 10 
MM API, 10/iM GSP1, Advantage Tth Polymerase (5 U) so wie jeweils 
eine EcoRV-, Seal-, Dral-, PvuII- oder Sspl-Genbank. 
Die Erst-PCR wurde in einem Perkin Elmer Thermocycler 9600 wie 
folgt durchgef uhrt : 

7 Zyklen: 94 °C fur 2 sec, 72 °C fur 3 min; 32 Zyklen: 94 °C 
fur 2 sec, 67 °c fttr 3 min, abschlieBend 67 °c fttr 4 min. Die 
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Erst-PCR wurde 1:50 mit dest. H a O verdunnt. 

Fflr die Zweit-PCR wurden der ^nested' * Adapter-Primer' (AP2) 
mit der Sequenz 5 '-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3 ' und der * nested' 
genspezifische Primer (GSP2) MOR1X-P1 mit der Sequenz 5'- 
GACCGAGCTGAGCATCTGACATTC-3 ' bzw. MOR1X-R229G mit der Sequenz 
5 ' -GCAATTGCTGGCGTTCGTGGGGG-3 ' eingesetzt. 

Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: lOxTth PCR-Puffer (400 mM 
Tris-HCl, 150 mM KOAc, pH 9,3), 10 mM dNTPs, 25 mM Mg(OAc) a# io 
/iM AP2, 10 \M GSP2, Advantage Tth Polymerase (5 U) sowie die 
funf verdiinnten Genbanken. 

Die Zweit-PCR wurde in einem Perkin Elmer Thermocycler 9600 wie 
folgt durchgefuhrt: 5 Zyklen: 94 °C fur 2 sec, 72 °c fur 3 min; 
20 Zyklen: 94 °c fur 2 sec, 67 °c fur 3 min, abschlieBend 67 °c 
fur 4 min. Die funf verschiedenen Fragmente wurden auf einem 
2%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Fragmente 
hatten eine GrdBe von ca. 2,8 kb unter Verwendung der Scal- 
Genbank, ca. 2,6 kb unter Verwendung der Drall-Genbank, ca. 1,6 
kb unter Verwendung der Sspl-Genbank, ca. 1,5 kb unter 
Verwendung der PvuII-Genbank und ca. 1,2 kb unter Verwendung 
der EcoRV-Genbank. Die Sequenzierung erfolgte mit Hilfe des 
ThermoSequenase * cycle sequencing kits' von Amersham. Als 
Sequenz ierprimer wurden die Zweit-PCR-Primer verwendet sowie 
sukzessiv neue Primer synthetisiert . Mittels der gleichen 
Strategie wurden die genomischen DNA-Sequenzen an den 5'- und 
3'-Bereichen des Introns 1 gemaB SEQ ID No. 3 und SEQ ID No. 4 
sowie des Introns 3 gemaB SEQ ID No. 5 und SEQ ID No. 6 
kloniert. 

Beispiel 2 


Mittels einer analogen strategie wurde die genomische DNA- 
Sequenz des Introns 2 gem&B SEQ ID No. 2 kloniert. 
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Patentanspruche 

1. Genomische Sequenz des menschlichen jU-Opioid-Rezeptor Genes 
sowie seine Varianten, Polymorphismen und Mutanten. 

2. Genomische Sequenz nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet daB sie eine Basenfolge gemaB SEQ ID No 1, 
No. 2, No. 3, No. 4, No. 5, No. 6 und No. 7 aufweist. 

3. Genomische Sequenz nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Basenfolgen an bis zu 100, 
bevorzugt bis zu 37 Positionen in den Sequenzen gem&B SEQ ID No. 
1 bis No. 7 ausgetauscht sind. 

4. Genomische Sequenz nach Anspruch 2 Oder 3, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Basenfolge an folgenden 
Positionen ausgetauscht ist: 

Name Nukleotidaustausch Aminosaureaustausch/ Region 

Splice- Variants 


-1793/4T-»A 

T->A bei -1793/4 

RG 

-1768ins22 

Insertion von 22 bp nach -1768 

RG 

-1699insT 

Insertion von T nach -1699 

RG 

-1595T-»C 

T->C bed -1595 

RG 

-1565T->C 

T-»C bei -1565 

RG 

-1469T->€ 

T->C bei -1469 

RG 

-1320A-+G 

A->G bei -1320 

RG 

-1255A->T 

A-»T bei -1255 

RG 

-1236A->G 

A->G bei -1236 

RG 

-1171A-K5 

A-»G bei -1171 

RG 

-1045A-+G 

A-^G bei -1045 

RG 
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-995C-»A 

C->A bei -995 

RG 

-692G-»C 

G->C bei -692 

RG 

-665del3 

Deletion von 3 bp von -665 bis -663 

RG 

-554G->A 

G->A bei -554 

RG 

-488G-»T 

G->T bei -488 

RG 

-254A-+C 

A-»Cbei-254 

RG 

-236A-K5 

A->Gbei-236 

RG 

IVS2+31G-»A 

G-»A bei 643 + 31 Putative Splice-Variante 

Intron 2 

IVS2+106T-*C 

T-*C bei 643 + 106 

Intron 2 

IVS2+397T-+A 

T->A bei 643 + 397 

Intron 2 

IVS2+438G-+A 

G->A bei 643 + 438 

Intron 2 

IVS2+480T->C 

T->C bei 643 + 480 

Intron 2 

IVS2+534C-»T 

C-+T bei 643 + 534 

Intron 2 

IVS2+691G-»C 

G-»C bei 643 + 691 

Intron 2 

IVS3+37A-»C 

A->Cbei 1164 + 37 

Intron 3 


5. Promoter-Region der genomischen Sequenz nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie die Basenpaare 1 - 2412 gem&fi SEQ 
ID No. 1 aufweist. 

6. cDNA-Region der genomischen Sequenz nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie die SEQ ID No. 7 aufweist. 

7. cDNA-Region der genomischen Sequenz gemaB Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Basenfolge an bis zu 50, 
bevorzugt bis zu 20 Positionen, besonders bevorzugt bis zu 11 
Positionen, in der Sequenz 1 - 2162 ausgetauscht ist. 

8. cDNA-Region der genomischen Sequenz gemSfi Anspruch 6 und 7, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Basenfolge an folgenden 


CD0AT7QI ATT /QPftFl 9fi\ 
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Positionen ausgetauscht ist: 

Name Nukleotidaustausch Aminosaureaustausch/ Region cDNA 

Splice-Variante Position 


-172G-VT 

G-+T bei -172 


Exon 1 

41 

-133C->T 

C->T bei -133 


Exon 1 

80 

-111C-»T 

C-VTbei-111 

. . . 

Exon 1 

102 

-38C->A 

C-»A bei -38 


Exon 1 

175 

A6V(C-»T) 

C->T bei 17 

Ala->Valbei6 

Exon 1 

229 

N40D(A->G) 

A-»Gbei 118 

Asn-»Asp bei 40 

Exon 1 

330 

N152D(A->G) 

A-»G bei 454 

Asn->Asp bei 152 

Exon 2 

666 

R265H(G-»A) 

G->A bei 794 

Arg-»His bei 265 

Exon 3 

1006 

S268P(T-»Q 

T-»C bei 802 

Ser->Pro bei 268 

Exon 3 

1014 

T314T(G-»A) 

G->A bei 942 

Thr=Thr bei 314 

Exon 3 

1154 

1401G->C 

G->C bei 1401 


Exon 4 

1613 


9. Intron 2-Region der genomischen Sequenz nach Anspruch 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie 773 Basenpaare gemaB der SEQ ID 
No. 2 aufweist, die sie sich zwischen der 855. und 856. 
Nukleotidposition der cDNA-Sequenz (bzw. zwischen der Position 
643 und 644 relativ zum A des Translationsstartpunkts ) befindet. 

10. Intron 1 5 '-Region der genomischen Sequenz nach Anspruch 1 
und 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB sie 383 Basenpaare gemaB der SEQ ID 
No. 3 aufweist, die sich nach der Nukleotidposition 502 der cDNA- 
Sequenz (bzw. nach der Position 290 relativ zum 
Translationsstartpunkt) befindet. 
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11 . Intron 1 3 ' -Region der genomischen Sequenz nach Anspruch 1 
und 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB sie 538 Basenpaare gem&B der SEQ ID 
No, 4 aufweist, die sich vor der Nukleotidposition 503 der cDNA- 
Sequenz (bzw. vor der Position 291 relativ zum 
Translationsstartpunkt) befindet. 

12 . Intron 3 5 ' -Region der genomischen Sequenz nach Anspruch 1 
und 2, 

dadurch gekennzeichnet, dafi sie 300 Basenpaare gem&B der SEQ ID 
No. 5 aufweist, die sich nach der Nukleotidposition 1376 der 
cDNA-Sequenz (bzw. nach der Position 1164 relativ zum 
Translationsstartpunkt) befindet. 

13. Intron 1 3 '-Region der genomischen Sequenz nach Anspruch 1 
und 2, 

dadurch gekennzeichnet , daB sie 400 Basenpaare geraSB der SEQ ID 
No. 6 aufweist, die sich vor der Nukleotidposition 1377 der cDNA- 
Sequenz (bzw. vor der Position 1165 relativ zum 
Translationsstartpunkt) befindet. 

14. Verwendung der Sequenzen nach einem der Anspriiche 1 bis 13 
zur Entwicklung von Therapeutika . 

15 . Verwendung nach Anspruch 14 zur Entwicklung von 
Analgetika/AnSsthetika und Drogen-Therapeutika sowie 
Psychopharmaka im weiteren Sinne. 

16. Verwendung der Sequenzen nach einem der Ansprxiche 1 bis 13 
zum Aufbau von Genen bzw. von Vektoren, insbesondere zur 
Entwicklung von pharmazeutisch relevanten Substanzen. 

17. Verwendung der Sequenzen nach einem der Anspriiche 1 bis 13 
zur Entwicklung eines diagnostischen Kits zur Vorhersage des 
Suchtrisikos , wie z.B. auf Opiate und andere suchterzeugende 
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Substanzen . 

18. Verwendung der Sequenzen nach einem der Ansprtiche 1 bis 13 
zur Entwicklung eines diagnostischen Kits zur Vorhersage der 
individuellen Ansprechbarkeit auf verschiedene Analgetika 
und/oder AnSsthetika. 

19. Verwendung der Sequenzen nach einem der Ansprtiche 1 bis 13 
zur Entwicklung eines diagnostischen Kits zur Vorhersage der 
individuellen unterschiedlichen Disposition fur Arzneimittel- 
nebenwirkungen . 

20. Verfahren zur Bestimmung von Krankheitsdispositionen, 
insbesondere Suchterkrankungen , 

dadurch gekennzeichnet, daB die DNA eines Probanden isoliert 
und an den ausgewethlten Positionen genotypisiert und 
nachfolgend mit der Ref erenz-DNA-Seguenz verglichen werden. 

21. Verfahren zur Bestimmung von Krankheitsdispositionen nach 
Anspruch 20, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Positionen -1793/4T->A, 
-1768ins22, -1699insT, -1469T->C und -1320A->G genotypisiert 
werden . 

22. Verfahren zur Bestimmung von Krankheitsdispositionen nach 
Anspruch 20 und 21, 

dadurch gekennzeichnet, daB mindestens 3 der 5 Positionen 
genotypisiert werden. 

23. Verfahren zur Bestimmung von Krankheitsdispositionen 20 und 
21, 

dadurch gekennzeichnet, daB alle 5 Positionen genotypisiert 
werden • 

24. Verfahren nach Anspruch 20, 
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dadurch gekennzeichnet, daB die Genotypisierung durch 
Sequenzierung oder durch andere Methoden, die fttr die Detektion 
von Punktmutationen geeignet sind, erfolgt. 

25. Verfahren nach Anspruch 20 , 

dadurch gekennzeichnet, daB zur Bestimmung einer Disposition 
fiir familiar bedingten Alkoholismus die Position 330 der cDNA- 
Sequenz genotypisiert wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 20 zur Bestimiaung einer Disposition 
fiir Kokainsucht. 

27. Verfahren nach Anspruch 20 zur Bestimmung einer 
Opiatabhangigkeit . 
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